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Nouveaux dSrivgs acylSs hydrosolubles de peptides ou d'amino-acides, leur 
preparation et leur application . 

La presente invention a pour objet de nouveaux derives acyles 
hydrosolubles de peptides ou d 1 amino-acides, leur preparation et leur 
application* 

On sait que le dosage colorimetrique ou f luorimetrique des 
proteases (ou peptidases) utilise divers derives d'acides amines ou de 
peptides dont l f extremity N-terminale est substitute par un groupement 
acetyle, benzoyle, ^t-buty loxycarbonyle , benzyloxycarbonyle, glutaryle, 
succinyle, tosyle, etc., et dont l'extrlmite C-terminale est amidSe par 
un groupement nitroanilide, A-tnethoxy-2-naphtylamine, amino-7 -me thy 1-4 - 
coumarine, alpha-naphtylamine, beta-naphtylamine, 3-amino-9-€thyl- 
carbazole, indolylaraine, 3-amino-5-bromoindole, etc., ou estSrifiSe par 
un groupement alpha- ou beta-naphtol, naphtol AS-D (2-methoxyanilide de 
l'acide 3-hydroxy-2-naphtoique,) etc. • • Ces m ernes derives peuvent etre 
utilises pour visualiser les proteases et les peptidases in situ par les 
methodes de I'histochimie enzymatique (Lojda, Z., Gossrau, R. et 
Schiebler, T.H. (1979) Springer-Verlag , Berlin, pp 339) • Generalement , 
ces d€riv£s sont peu solubles dans l'eau et il est necessaire de les 
dissoudre au pr Salable dans un so Ivan t organique et ensuite de diluer ces 
solutions dans un tampon. La faible solubilit€ des substrate entralne une 
faible sensibilite des methodes de dosage des proteases et des peptidases 
et limite les • possibility de visualisation par des methodes 
his t ochimiques • 

On sait egalement que certains derives d f amino-acides ou de 
peptides peuvent jouer le role d* inhibit eur d 1 enzymes et etre utilises 
notamment comme medicaments, par exemple comme substrats-suicides pour 
lesdites enzymes. Ici encore , la preparation, la mise sous forme 
galenique appropriee et l f utilisation in vitro ou in vivo de ces dfirivSs 
sont rendues difficiles en raison de leur faible solubilite* dans l'eau. 

On sait enfin que I'on peut obtenir des prodrogues, permettant de 
conferer notamment un ef fet retard ou de faciliter le transport de drogue in 
vivo en liant la drogue (substance active) 1 un peptide, ma is leur faible 
solubilite dans l'eau constitue souvent un handicap pour la preparation et 
I'efficacite de ces prodrogues. 

De telles prodrogues sont interessantes en particulier lorsque 
le peptide constitue un bon substrat pour une protease specifique 
secretee par la cible de la drogue active, (par exemple par une cellule 
tumorale ou par un micro-organisme pathogene) , car dans ce cas la drogue 
active n'est liberee que dans 1' environnement de la cible, ce qui a pour effet 
de favoriser I'efficacite de la drogue. 

La presente invention a pour objet de nouveaux derives acyles 
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hydrosolubles de peptides, d'amino-acides, ou de peptides ou d f amino-acides a 
groupement C-terminal modifiS, caracterises par le fait que leur groupement 
N-terminal est acylS par un groupement polyhydroxyalcanoyle. 

Ledit groupement polyhydroxyalcanoyle possede generalement 3 S 10 
atones de carbone et au moins 2 groupements hydrpxyles. 

L f invention s'Stend notamment aux dits derives acyles de peptides ou 

d* amino-acides dont le groupement C-terminal porte un substituant -X tel que 

defini ci-aprSs. 

De preference, ledit groupement polyhydroxyalcanoyle (egalement 
d§sign§ par Tabulation PHA) repond a la formule ^ - (CHOH) - CO dans 
laquelle Rj reprSsente H — ou CH^ - et a est un nombre entier pouvant varier 
de 2 a 7. 

L' invention a en parti culler pour objet les uouveaux d€riv€s de 
formule genSrale I: 

R^ (CHOH^-CO- (NH-p-CO) q -X (I) 

R ' 
dans laquelle R^ et m sont dgfinis comme prec£demment, R est une chalne 
latcrale d' amino-acides, n est un nombre entier pouvant varier de 1 a 10 
et X est un groupement actif tel que par exemple un substituant capable 
de conferer aux derives de formule I une coloration, une fluorescence ou 
une activitfi pharmacologique, etant entendu que lorsque n est superieur a 
I, les substituants R peuvent Stre different* dans un meme compose* de formule 
I. 

Parai les composes de V invention on citera par exemple ceux 
pour lesquels R^CCHOH^-CO- represente un reste dihydroxypropionyle, 
Srythronoyle, thr€cmoyle, ribonoyle, arabinoyle, xylouoyle, lyxonoyle, 
gluconoyle, galactonoyle , mannonoyle, glycoheptonoyle, glycooctonoyle, 
etc.; R represente la chalne laterale d' amino-acides D ou L, en particulier 
d'amino-acides de la eerie L, choisls parmi les amlno-acides suivants: serine, 
thr§onine, asparagine, proline, glutamine, glycine, alanine, valine, cysteine 
ou un de ses derives S-substituSs, methionine, leucine, isoleucine, 
phenylalanine, p-nitrophenylalanine, tyrosine ou un de ses derives 
O-substituSs, lysine, ornithine, arginine, tryptophane, acide aspartique, 
acide glutamique, gamma-ester d'alkyle ou d'aryle de l'acide aspartique, 
delta-ester d'alkyle ou d'aryle de' l'acide glutamique, etc... 

Dans la formule I, X represente not anient un groupement ^ - -HH-Rj 
derivant d'une amine R 2 -NH 2 qui peut etre par exemple une amine aromatique 
telle que la p-nitroaniline, I'alpha-naphtylamine, la beta-naphtylamine, la 
A-methoxy-beCa-naphtylamine, I'amino-y-methyl-A-coumarine, 
1 1 amino-7-c r i f luorome thy 1-4-couma rine , 
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I'amino-T-nitro-A-oxa-Z-benzodiazole-l^, l'amino-S-ethyl-^carbazole, ou X 
represente un groupement X^ « -NH-R^ derivant d'une drogue aminSe R^-*^ qui 
peut etrc par exemple la daunorubicine, la puromycine, l f adriatnycine, la 
primaquine,', la chloroquine etc.,. ou bien X represente un autre groupement 
actif X^» capable de conferer par exemple une activity pharraacologique au 
peptide de fortnule I, X^ etant en particulier un groupement conservant ou 
ameliorant I'activite inhibitrice d 1 enzyme, comme un groupement 
-H, -OH, - CH 2 C1, -0-alkyle, -O-Ar (Ar etant un groupement aryle, tel que 
phenyle, eventuellement substitue, par exemple un groupement nitrophSnyle) , 

- CH^ , - , -O-Alk-Hg-Cl, 

ou - NH - Alk - Hg - CI (Alk St ant un groupement alkylene). 

Parmi les dSrivfcs de formule I, et sans que cette liste soit 
limitative, ceux qui comportent les sequences €num€rees ci-dessous sont 
utilisables comme substrats, y compris comme substrats-suicides, pour les 
enzymes suivantes (etant entendu que les sequences indiqu&es sont les 
sequences minimales et qu'il est possible d'inserer 1 S 3 autres acides amines 
entre le groupement PHA et le peptide indique) : 
La chymotrypsine : 

PHA-L-Phe-X 

PHA-L-Tyr-X 

PHA-L-Ala-L-Ala-L-Ph€-X 
PHA-Gly-Gly-L-Pro-L-PhS-X 
La trypsine : 

PHA-L-Arg-X 
PHA-L-Lys-X 

PHA-L-PhS-L-Val-L-Arg-X 
PM-L-Pro-L-Phe-L-Arg--X 
PHA-L-Ph§-L-Ser-L-Arg-X 
PHA-L-Val-L-Leu-Gly-L-Arg-X 

La thrombine ou la plasmine : 

PHA-L-Phe-L-Val-L-Arg-X 
PHA-Gly-L-Pro-L-Arg-X 

« « 

La plasmine : 

PHA-L-Ala-L-Ala-L-Lys-X 
PHA-L-Va 1-L-Leu-L-Ly s-X 
PHA-L-Ile-L-Phe-L-Lys-X 
PHA-L-Phe-L-Ala-L-Lys-X 
PHA-L-Phe-L-Va 1-L-Ar g-X 
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L'elastase : 

PHA-L-Ala— Ala-L-Ala-X 

PHA-L-Ala-L-AU-L-Pro-L-Val-X 

EHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-I^-Ala-X 

5 PHA-L-Ala-L-Ma-L-Pro-L-Phl-X 

PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L^gt-X 
La cat hep sine B : 

PHA-L-Pbg-L-Val-L-Arg-X 
La cathepsine D : 

10 PHAHL-Arg^ly-L-Phg-Mro-X 
PHA-L-Arg-L-Phe-L-Pro-X 
PHA-L-Ala-L-Arg-L-Arg-X 
La cathepsine G : 

PHA-Wla-^Ala-L-Pro-J^gt-X 
15 "* PHA-J^Ph6-L-Lea-L-PhS-X 
La papa In e: 

PHA-L-Arg-X 
La ficine ou les peptidases neutres: 

PHA-Gly-Gly-L-Leu-X 
20 La collagenase: 

m^ly-L-PrcH-L-Ala^ly-L-Pro-X 

PHA-L-Pro-L-Ala-Gly-L-Pro-X 
L f urokinase ou I'activateur du plasminogene: 

PHA-Gly-Gly-L— Arg-X 
25 PHA-L-Pro-L-PhS-L-Arg-X 

PHA-L-PhS-Gly-Gly-L-Arg-X 
La kallifcrSine ou l'activateur du plasmlnogene: 

FHA-L-Pro-L-FhS-L-Arg-X 
Le facteur X & : 

30 PHA-L-Ile-Gly-Gly--L-Arg--X 

La protease de Limulus polyphemus activee par un lipopoly saccharide: 
PHA-L-Val-L-Leu-Gly-L-Arg-X 

Dans les listes de derives peptidiques donnees ci-dessus, 
chaque acide amine est represent^ par son symbole usuel. 
35 D'une facon gSnerale, dans les formules de la presente demande, on a 

suppose par convention que chaque acide amine a son groupement K-terminal 
a gauche et son groupement C-tenoinal a droite. 

Dans les listes de substrats donnees ci-dessus, X peut prendre 
notamment toutes les valeurs designees plus haut par X 2 ou X 3 (les produits 
AO sont alors utillsables comae medicaments) ou par Xj (les produits sont 
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alors utilisables notamment pour effectuer des dosages). 

Parmi les derives de forraule I et sans que cette liste soit 
limitative, ceux qui sont enumeres ci-dessous sont utilisables comme 
prodrogues anti-turaorales. lis presentent l'avantage de ne liberer la drogue 
qu'au voisinage des cellules tuinorales, sous l v action des proteases secretees 
par celles-ci. 

PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Ala-Daunorubicine 

PHA-^-Ala-L~Ala-L-Pro-I 1 --Ala--L-Leu^Daunorubicine 

PHAHL-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Ala-Adriamycine 

PHA-L-Ala-L-Ala-^Pro-L-Ala-L-Leu-Adriainycine 

PHA-L-Ala-L-Ala-I.-Pro-L-Val-Daunorubicine 

PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Val-L-Leu-Daunorubicine 

PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-I r Val--AdriamyciBe 

PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L^ 

PHA-^-Phg-L-Val-^L-Arg-Daunorubicine 

PHAHL-Phe-L^Va 1-_L-Ar g-JL-Leu-Daunorub icine 

PHA-L-PhS-L-Val-L-Arg-Adriatnycine 

PHA-L-Ph€-L-Val-L-Arg-L-Leu-Adriamycine 

PHA-L-Ph§-L-Ala-L-Ly s-Daunorub icine 

PHA-I^Phe-L-Ala-L-Lys-L-Leu-Daunorubicine 

PHA-L-PhS-L-Ala-L-Lys-Adriamycine 

PHA-L«Phe-L-Ala-L-Ly s-L^Leu-Adr iamy citi e 

PHA-Gly-Gly-L^-Arg-Daunorubicine 

PHA-Gly-Gly-L-Arg-L-Leu-Daunorubicine 

PHA-Gly-Gly-L-Arg-Adr±amycine 

PHA-Gly-Gly-L-Arg-JL-Leu-Adriamycine 

PHA-JL-Pro-L-PhS-^L-Arg-Daunorubiciiie 

PHA^-Pro-L-Phe-L-Ar g-L-Leu-Daunorub icine 

PHA-L-Pro-L-PhS-L-Arg-Adriatnycine 

PHA-^-Pro-L-Phe-^-Arg-L-Leu-Adriamycine 

Parmi les derives de formule I utilisables comme prodrogues 
atitiparasitaires, on citera a titre d^xemples non limitatifs les 
composes suivants : 

PHA-L-Val-L-Leu-Gly-L^Arg-Primaquine 

PHA-L-Val-L-Leu-Gly-L-Arg-Chloroquine 

II a ete trouve, conf orroement a la presente invention, que les 
nouveaux derives de formule I portant un groupement polyhydroxyalcanoyle 
en position N-terminale sont solubles a tres haute concentration dans' 
l'eau ou dans un tampon. 11 n'est done plus necessaire de dissoudre 
prealab lenient ces derives (substrats des proteases ou peptidases) dans un 
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solvent organique. Grace a ces derives, la sensibilite des me th odes de 
detection des proteases et peptidases est considerablement augmentee et 
il est en outre possible de determiner facileraent le meilleur substrat 
peptidique 1 pour une protease donnge, comme cela est illustrf par 
5 I'exemple duplication B ci-apres. En effet, pour que la Vitesse 

d^ydrolyse soit §levee, 11 faut que la concentration de substrat libre soit 
la plus glevge possible, par exemple nettement supgrieure a la constante de 
Michaelis. Avec les proteases et peptidases, cette constante est de l f ordre de 
grandeur de ImM. Lorsque le substrat est peu soluble, il se trouve sous forme 

to d'une dispersion d'agregats dans le tampon et la concentration efficace 

(substrat non agrgge) est tres infgrieure * la valeur de la constante de 
Micbaelis. En outre, les derives selon la preeeute invention, qui sont tres 
hydrosolubles, ne portent pas de charges dues au substituant solubilisant, 
contraireoent auz dgrivgs demt le groupement N- terminal est substituS par des 

15 restes succinyle ou glutaryle. Enfin la preparation des dgrivgs de l'inventioti 

est particulierement simple: le peptide ou l'amino-acide est substitug par 
rSaction avec la lactone ou un ester actif du PfiA sur son groupement 
alpha-aming, puis le groupement alpha-carboxylique du peptide ou de 
l f amino-acide est substituS par un groupement actif convenable. 

20 L f invention a egalement pour* objet un procgdg de preparation 

des nouveaux derivgs acyles hydrosolubles dgcrits ci-dessus. Ce procgdg 
est principalement caracterisS par le fait que I'on soumet un acide aming 
ou un peptide, ou un de leurs dgrivgs a groupement C-terminal modifig, & 
une rgaction d'acylation du groupement N-terminal par un agent 

25 d'acylation dgriyg d f un acide polyhydroxyalcanolque. 

L 1 invention a en particulier pour obj et un procgdg de 
preparation des nouveaux dgrivgs de formule I. Ce procgdg est caractgrisg 
par le fait que I'on utilise comme produit de dgpart un dgrlv? 
d'amino-acide ou un peptide de formule: 

30 H - (NH-CH-CO ) n - X II 

dans laquelle: 

n, R et X sont dg finis comme precedemment, que l f on fait reagir le 
compose de formule II avec un dgrive actif d'un acide polyhydroxyalcanolque de 
35 formule : 

R 1 -(CH0H) w -O)0H HI 
dans laquelle: 

et m sont definls comme precedemment, 
pour obtenir un compose de formule: 
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R. - (CHOH) -CO-(NH-CR-CO) -X IV 
1 m | n 

R 

que I'on transforms si desire, en tout autre derive de formule I selon 
les met node's connues. 

D'une facon generale, les diverses transformations d'un compose 
de formule 1 en un autre compose de formule I (avec un substituant X 
different) sont effectuees selon les methodes classiques decrites dans 
les ouvrages specialises tels que par exemple "Methods in Enzymology" - 
Proteolytic Enzymes, en particulier Volumes 19, 45 et 80. 

Les peptides de depart peuvent etre soit achetes dans le 
commerce, soit synthetises selon les methodes classiques de la syn these 
peptidique ; (voir par exemple Cross, E. and Meienhoffer J. (1979) The 
peptides : Analysis, synthesis, biology. Academic Press, New York, Volumes I, 
II, III et suivants). 

Dans des modes d f execution particuliers , le precede de 
1* invention peut encore presenter les caracteristiques suivantes prises 
isolement ou en combinaison: 

- le deriv€ actif d f acide polyhydroxyalcanoique est un d€rive 
capable d'acyler le group ement N-terminal du compose* II. Ce derive actif 
est par exemple la lactone correspondent au dit acide ou un ester actif 
dudit acide tel que par exemple l 1 ester de N-hydroxysuccinimide. 

- pour transformer le compose de formule IV (avec X - OH) en derive* 
de formule I dans laquelle X represente -NH- R^ ou -NH- R^, on fait reagir 

I 1 amine J^"" 11 ^ ou ^S"**^ en P rgsence d * un agent de couplage tel que par 
exemple le benzotriazol-l-yl-oxy-tris (dimethylamlno) phosphonium 
hexafluorophosphate (ou BOP). 

1/ invention a egalement pour objet l'utilisation comme derives 
hydrosolubles, de compose* s choisis par mi les acides amines, les peptides, les 
acides amines a groupement C- terminal modi fie et les peptides a groupement 
C-terminal modifie, de derives (N- terminal) -a cy les de ces composes, cette 
utilisation etant caracterisee par le fait que le groupement N-terminal 
desdits composes est acyle par un groupement polyhydroxyalcanoique. 

L f invention a notamment pour objet l'utilisation comme 
medicaments hydrosolubles des derives acyles tels que definis ci-dessus 
possedant une activite pharmacologique, en particulier des derives de formule 
I pour lesquels X a NH-R^ , R^ representant le reste d'une drogue aminee ou 
bien X represente un groupement choisi parmi -U, -OH, -Ch^Cl, -0- alkyle, 
-O-Ar (Ar etant un groupement aryle> tel que phenyle* eventuelleroent 
substitue, par exemple un groupement nitrophenyle) , 
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— CH j , N I , -O-Alk-Ug-Cl, 

ou -NH-Alk-Hg-Cl (Alk etant un group ement alkylene). 

Bien entendu, 1* invention s'etend aux compositions 
pbarmaceutiques contenant au moins un compose de formule I comae ingredient 
actif , eVentuellement en association avec un excipient appropri£. 

Lorsque les derives de formule I sont des prodrogues ils sont 
utilises & des doses correspondent aux doses usuelles de la drogue active 
avec les aemes indications thirapeutiques que ladite drogue active. 

Genera lement, la toxicite des prodrogues est infer ieure & celle 
des drogues correspondantes. 

Lorsque les medicaments de 1* invention sont des inhibitors d 1 enzyme 
ils sont utilises, notamment comme agents de trait ement prfiventif de la 
formation de metastases et de la proliferation des tumeurs. Les doses 
efficaces varient gSn€ralement de 0,1 & 10 mg/Kg. 

Les medicaments de 1* invention sont administres par toute voie 
convenable. II faut noter toutefois que la voie orale ne convient " 
generalement pas* 

Ils peuvent etre presentes notamment sous forme de solutions 
injectables, de poudres lyopbilisees a diluer dans le serum physiologique, de 
solutions ou d 9 emulsions 4 appliquer sur la peau ou les muqueuses, de 
solutions en conditionnement pressurise pour aerosols, etc.* 

Les exemples suivants il lust rent 1« invention sans la limit er. 
EXEMPLE 1 : Substrat de l*€lastase 

Le peptide L-Ala-L-Ma-L-Prc»-L«-Ala (1 mmole) synthetise par les 
methodes classiques de la synthase peptidique est dissous dans le 
dimStnylsulfoxyde (Sal) en presence de N-trim€tbylbenzylamine (sous forme 
de methoxyde de H-trim€thylbenzylammonium) (2mmoles). A cette solution, 
on ajoute la glucono -delta-lactcrae (2mmoles). La solution est agitSe I 
50°C pendant 15 heures. 

Le PHA-peptide est purifiS par chromatographie sur une colonne 
de silice (3x30cm) dans le systeme-solvant (CHC^/CH^OH/^O/Cfl^CO^, 
8:6:1:1 en volume). La solution contenant le PHA-peptide est evaporee & 
siccite. Le residu (huile) est fepris dans le N-dimetbylformemide (3ml) & 

A une solution du PHA-peptide (lmmole) dans le 
N-dimethylfonnamide sec et depourvu d f amine (2ml), on ajoute I'hydroxy-l- 
benzotriazoJe (Immole), le dicyclohexylcarbcdiimide (lnmole) et l'A.E.C 
(araino-3-etnyl-9-carbazole) (ltamole). La solution est agitee 2 4°C pendant 2h 
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puis a 25°C pendant 18h. La solution est ensuite refroidie a 4°C pendant lh 
pour favoriser la precipitation de la dicyclohexyluree qui est elirainee 
ensuite par filtration. Le N-dimethylf ormamide est evapore sous pression 
reduite a ; 50°C. Le PHA-L-A1 a-L-Ala-L-Pro-L-Ala-AEC est purifie par 
chromatographie sur une colonne de gel de silice (3x30cm) equilibre dans le 
systeme solvant CHCl 3 /CH 3 OH/CH 3 C0 2 H t 80:30:5 par volume. Le 
PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Ala-AEC est detecte par son absorbance a" 340nm. Sa 
purete est verifiee par chromatographie en couche mince. Les fractions 
contenant le compose sont concen trees a siccitS. Le residu est repris dans 2ml 
d'eau et la solution est lyophilisee (Rendement: 80 p 100). 

Le PHA-JL-Ala-L-Ala-L«-Pro~L-Ala-AEC est caractgrisS en outre par 
spectrometrie infrarouge ; bandes caractiristiques en cm" 1 : 
hydroxy le*=3320; amide 1:1640; amide 11:1535; groupements 

aromatiques:1490; par spectropho tome trie ultraviolet te: maximum d'absorption a 
340nm, minimum a* 315nm; par spectrofluo rime trie: longueur d'onde maximale 
d 1 excitation: 342nm, longueur d'onde maximale d'emission : 390nm. 

La solubilite* du PHA-L-Ala-I.-Ala-L-Pro-L-Ala-AEC est superieure 
& 80mg/ml dans I'eau distillSe ou un tampon de pH compris entre 3 et 9. 
EXEblPLE 2 : Substrat de l'elastase 

Le peptide L-Ala-Ir-Ala-L-Pro-jL-Val-OBzl est synthetise par les 
methodes classiques de la syn these peptidique. Le symbole Bzl est le symbole 
classique designant le derive ester benzylique. Le groupement ester benzylique 
a ete choisi pour proteger l'extremite C-terminale du peptide pendant la 
synthese peptidique* et pour permettre une detection simple des peptides et de 
leurs derives au cours des Stapes de purification par chromatographie. 

Le peptide L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Val-OBzl , HC1 (2mraoles) est 
dissous dans le dimethylsulfoxyde (3ml). A cette solution, on ajoute la 
triethylamine (6mmoles) et la glucono-delta-lactone (6mmoles) . La solution est 
agitSe a 50°C pendant 15h. 

Le PHA-peptide-OBzl est purifie sur une colonne (3x30 cm) de silice 
Squilibree avec ie systeme solvant CHC1 3 /CH 3 0H/CH 3 C0 2 H: 50:20:1 en volume. Les 
fractions contenant le PHA-peptide sont rassemblees, le solvant est evapore 
sous pression reduite. 

Le residu (huile) est repris dans le methanol (6ml) contenant 
10% d'eau et hydrogenolyse pendant 4h en presence de 200mg de charbon 
palladia (10% de Pd) . Lc melange rcactionnel est filtre et evapore £ 
siccitc. 

Le PHA-peptide-OH (Immole) est dissous dans le N-dimethylf ormamide 
(2ml). A cettc solution* on ajoute 1 ' hydroxy-l-benzotriazole (Immole), le 
dicyclohexylcarbodiimide (Immole) et 1 ' amino-3-ethyl-9-carbazole (Immole). La 
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solution est agitSe pendant 2h a 4»C puis 18h a 25'C sous atmosphere inerte. 
Ensuite, la solution est refroidie pour favoriser la precipitation complete de 
la dicyclohexyluree qui est eliminee par filtration. Le H-di«ethyl£orma«ide 
est evapore sous vide et le PHA-peptide-AEC est purifiS par chroma tographie 
sur une coloirae (3x30cm) de gel de silice SquilibrS avec le systeme-solvant 
CHC1 3 /CH 3 0H/CH 3 C0 2 H, 80:30:5 par volume (Rendement : 80 p 100). 

Le PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Val-AEC prSsente les 
caracteristiques correspondant au groupement PHA, aux liaisons 
peptidiques et an groupement AEC, comme indiquS a l'exemple 1. 
EXEMPLE 3 : Substrat de la chymotrypsine. 

Le chlorhydrate de l'ester mSthylique de la L-phSnylalanine, 
L-Phe-0CH 3 ,HC1 (2mmoles) est dissous dans le dimSthylsulfoxyde (3ml). A cette 
solution, on ajoute la glucono-delta-lactone (6mmoles) et la H-trigthylamine 
(6mmoles). La solution est agitSe a 50°C pendant 15h. Le PHA-L-Phfi-OCL est 
purifiS par chromatographic snr une coloune (3x30cm) de gel de ailice 
Squilibre dans le systeme-solvant (CHC1 3 /CH 3 0H/H 2 0/CH 3 C0 2 H, 8:6:1:1 par 
volume. Le PHA-L-Phe-OCILj est ensuite saponifiS dans une solution de 
mSthanol/eau (1:1, v/v) emenSe a pH 10.5 par addition de sonde 2H pendant 
12h. Le PHA-L-Phg-OH est purifiS sur une colonne (3x30cm) de gel de silice 
SquilibrS dans le systeme-solvant CHCl^CHgOH/CHjCOjH/H^O, 6:6:1:1. Le 
PHA-L-Phe-OH (lmmole) est substituS par l'AEC dans les conditions decrites a 
l'exemple 1. 

Le PHA-L-Phe-AEC prSsente les caracteristiques correspondant am 
groupenent PHA. anx noyaux aromatlques de I'AEC et de PhS, ainsi qu'aux 
liaisons amides, comme indiquS & l'exemple 1. 
EXEHPLE 4 : Substrat de la collagSnase 

De manlere analogue & celle dScrite 1 -l'exemple 1, le peptide 
L-Pro-L-Ala-Gly-L-Pro-OBzL,HCl (synthStisS par les mSthodes classiques de 
la synthase peptidique) est converti en dSrivg 
PHA-L-Pro-L-Ala-Gly-L-Pro-AEC. Rendement : 60 p 100. 

Le PHA-Wro-L-Ala-Gly-L-Pro-AEC prSsente les caracteristiques 
correspondant au groupe PHA, aux liaisons peptidiques et an groupe AEC, 
comme indiquS a l'exemple 1. 
EXEHPLE 5 : Autre substrat de la collagenase 

De maniSre analogue, le dSrive 
Gly-L-Pro-L-Ala-Gly-L-Pro-OBzl.HCl (synthStisS par les mSthodes classiques de 
la synthase peptidique) est converti en derive 
PHA-Cly-L-Pr o-L-Ala-C] y-L-Pro-AEC . Rendement 60 X. 

Le PlIA-Cly-L-Pro-L-Ala-Gly-L-Pro-AEC prSsente les caractSristiques 
correspondant au groupe PHA, aux liaisons peptidiques et au groupe AEC, 
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indique a l*exemple 1. 
EXEMPLE 6 : Prodrogue 

Le PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Val prepare comme decrit dans 
I'exemple 2 est couple a* la daunorubicine dans les memes conditions que 
pour l'AEC. 

Le derive PHA-L-Ala-^Ala-L-Pro-L--Val-daunorubicine presente les 
caract€ristiques correspondant au groupement PHA, aux liaisons peptidiques et 
a l'aglycone de la daunorubicine determlnees par spectroscopic infrarouge, 
absorptiom&trie et fluorine trie. 

De maniere analogue, on prepare le derive* 
PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Val-L-Leu-Daunorubicine, utilisable comme 
prodrogue* 

EXEMPLE 7 : Prodrogues 

De facon analogue » les dSrivis 
PHA-L-Ala-I^Ala-L-Pro-L-Vai-adriainycine et 
PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L^ sont prepares comme le dSriv§ de 

la daunorubicine decrit dans l'exeraple 6. 
EXEMPLE 8 : 

De facon analogue, on prepare les composes : 
PHA-L-Phg-L-Pro-L-Arg-Adriamycine 
PHA-L-Ph€-L-Pro--L-Arg-Daunorubicine 
PPA-L-Ph6-L-Pro-L-Arg-L-Leu-Adriamycine 

PHA-^-Ph€-L-PrcHL-Arg-L-Leu-Daunorubicine, qui sont utilisables comme 

prodrogues. 

EXEMPLE 9 : 

De facon analogue* on prepare le compose* : 
PHA-L-Val-L-Leu-Gly-L-Arg-Primaquine qui est utilisable comme prodrogue. 
EXEMPLES D ' APPLICATION 
A. Dosage de l'elastaae 

a) Dosage cin€tique 

Le peptide PHA-L-Ala-LAla-L-Pro-L-Ala-AEC est dissous dans un 
tampon Tris-HCl 0.05M, pH 8.8, afin d'obtenir une densite optique I 340nm 
de 0.1 pour 1cm de trajet optique (4.3xlO~ 5 Jp. La solution ainsi obtenue 
e6t portee i 37°C et l f on ajoute 10 microlitres d'une solution d'elastase 
(1,0 3 100 microgrammes/ml) & lml de la solution de peptide dans une cuvette 
de fluo rime trie. La cuvette est introduite immediatement dans le 
spectrofluorimctre dont le compartiment echantlllon est tbermostate a 37°C. La 
longueur d'onde d' excitation est 352nm, la longueur d'onde d' emission est 
460nm. On enregistre le signal "emission" pendant 3min. L'activite de I'enzymc 
est determinee par la pente de la courbe obtenue. Les valeurs de la pente 
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correspondant a lOng, 50ng. lOOng, 200ng, 500ng et 1 microgram d'elastase 
sont reporters sur un graphique. Dans ces conditions, l'intensite de 
fluorescence mesuree est proportionnelle a la quantite d'enzyme ajoutee au 
milieu react ionnel. 

b) Dosage classioue 

La peptide PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Ala-AEC est dissous dans un 
tampon Tris-HCl 0.05, pH 8.8 afin d'obtenir tine densitfi optique a 340nm 
de 0,1 pour un trajet optique de 1cm. Cette solution est repartie dans 
des tubes 1 hSmolyse silicones (1ml par tube). Dans cfaaque tube, on 
ajoute 10 microlitres d'une solution d'Slastase dans un tampon Tris-HCl, 
pH^8.8 contenant 0/0,5/l/2/5/l0ng d'elastase. Les tubes sont maintenus a 
37°C pendant 30min. La reaction esc arretee par addition de 0,3ml de 
H-dimethylfonaamide contenant du chlorure de benzamidinium (40mM). 
L'intensitS de fluorescence est me surge a 460nm; la longueur d'onde 
d' excitation est 352nm. Les intensites obtenues corrigees de 1'intensitS 
du blanc, sont portfies sur un graphique en fonction de la concentration 
d'elastase. Dans ces conditions, 1'intensitS de fluorescence corrigge est 
proportionnelle a la concentration en elastase. Ainsi, il est possible de 
mettre en evidence des concentrations aussi faibles qu'un nanogramme 
d'elastase par ml, soit une concentration 40 picomolaire ou encore 
l,2xl0~ 7 O/ml. 

c) Constante de Hichaelia 

La constante de Hlchaelis correspondant au peptide 
PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Ala-AEC est determines par la mesure de 
I'activitS de V elastase (lOng/ml) mise en presence du peptide a des 
concentrations comprises entre 4,2x10"* M et 4,3xl0~ 5 M. Les intensites de 
fluorescence obtenues apres 30min 3 37°C sont utilisSes pour tracer un 
diagramme de Lineweaver-Burck. La droite obtenue permet de determiner la 
constante de Michaelis qui est egale a 0,3mM. 



B « Dosage d'une protease du Plasmodium falciparum 

Le principe de ce dosage est donne ci-apres : 

Des erythrocytes infestis par le parasite sont lyses par un 

agent tensio-actif . A ce lysat, on ajoute le derive PHA-peptidyl-AEC et la 
35 solution est incubSe a 37°C pendant 45 minutes. Ensuite, J'AEC libSre par une 

protease du parasite est extrait par l'acetate d'ethyle, et le dosage de l'AEC 

libSre est effectue par spectrof luorinetrie (M. Monsigny et al. The EMB0 J., 

i., 303-306 (1982)). 

En utilisant cette methode avec divers peptides, il a Ste 
trouve que le peptide present dans le derive PHA-L-Val-tM.eu-Cly-L-Arg-AEC 
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etait le substrat peptidique le plus facilement hydrolyse par les proteases du 
parasite. 

Dans ces experiences. l f agent tensio-actif etait le 
gluconoylaminododecane. 

C. Proprietes des prodrogues 

A titre d'exemple, le peptide 

PHA-^-Ala-L-Ala-L-Pro-^Val-L-Leu-Adriamycine est soluble dans I'eau. II 
est hydrolyse* par 1'Slastase leucocytaire ou les proteases d'origine 
tumorale en liberant la drogue active : L-Leu-Adriamycine. La prod rogue 
ne pen€tre pas dans les cellules normales (lymphocyte) ou tumor a les 
(cellules leucemiques L1210, ou cellules du carcinome pulmonaire de Lewis 
"LLC"). Au contraire, la drogue active L-Leu-Adriamycine liberee 
par 1' action des proteases, pSnetre dans les cellules tumor a les et provoque la 
mort de ces cellules. 

Le peptide PHA-L-Ph€-L-Pro-L-Arg-L-Leu-Adriamycine est soluble 
dans l'eau. II est hydrolyse par la trypsine et par la plasmine en 
liberant la drogue active L-Leu-Adriamycine. Cette prodrogue se comport e 
vis & vis des cellules tumor a les comme la prodrogue d€crite ci-dessus. 
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REVINDICATIONS 

1. Derives acyles hydrosolubles de peptides, d' amino-acides, ou de 
derives de peptides ou d* amino-acides a groupemetit C-terminal modified 
caracterises par le fait que leur groupement W-terrainal est acyle par un 

5 groupement polyhydroxyalcanoyle. 

2. Derives selon la revendication 1, caracterises par le fait, que 
ledit groupement polyhydroxyalcanoyle possede 3 a 10 atomes de carbone et au 
moins deux groupement s hydroxy les. 

3. Derives selon l'une quelconque des revendications prScSdentes 
10 caracterises par le fait que leur groupement C-terminal porte un substituant 

-X capable de conferer auxdits peptides ou amino-acides une coloration, une 
fluorescence ou une activite pharmacologique. 

4. D€riv€s acyles selon l'une quelconque des revendications 
preccdentes, caracterises par le fait que le groupement polyhydroxyalcanoyle 

15 est choisi dans le groupe const! tue par les groupements dlhydroxypropionyle, 

erythronoyle, threonoyle, ribonoyle, arabinoyle, xylonoyle, lyxonoyle, 
gluconoyle, galactbnoyle, mannonoyle, glycoheptonoyle et glycooctonoyle. 

5. Derives acyles selon l'une quelconque des revendications 

precedentes caracterises par le fait qu'ils repondent 3 la formule generale I 

20 Rt - (CHOH) -CO-(NH-CH-CO) -X (I) 

i- m | n 

R 

dans laquelle ^ represente -H ou -CHj, et m est un nombre entier pouvant 
varier de 2 a 7, R est une chaine laterale d f amino-acides, n est un nombre 
entier pouvant varier de 1 & 10 et X est un substituant capable de conf€rer 
25 aux derives de formule I une coloration, une fluorescence ou une activitS 

pharmacologique, etant entendu que lorsque n est sup€rieur SI, les 
substituants R peuvent etre differents dans un meme compose 1 de formule I* 

6. Derives acyles selon la revendication 5, caracterises par le fait 
que R represente la chaine laterale d T amino-acides choisis parmi les suivants 

30 serine, threonine, asparagine, proline, glutamine, glycine, alanine, valine, 

cysteine ou un de ses derives S-substitues, methionine, leucine, iso leucine, 
phenylalanine, p-nitrophenylalanine, tyrosine ou un de ses dSrivSs 
0-substitues, lysine, ornithine, arginine, tryptophane, acide aspartique, 
acide glutamique, gamma-ester d'alkyle ou d'aryle de l f acide aspartique, et 

35 delta-ester d'alkyle ou d'aryle del* acide glutamique. 

7. Derives acyles selon l'une quelconque des revendications 3 16, 
caracterises par le fait que X represente un groupement -NH-R^ derivant d'une 
amine aroma tique R 2 -NH2» un groupement -NH-R^ derivant d'une drogue aminee 
R 3~ NH 2* ou bien X re P r ^ sente un groupement actif X,j capable de conferer une 

40 activite pharmacologique audit peptide ou amino-acide. 
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8. Derives acyles selon la revendication 7, caracterises par le fait 
que ladite amine aroma tique est choisie dans le groupe constitue par la 
p-nitroaniline, l f alpha-naphtylamine, la beta-naphtylamine, la 
4-methoxy-beta-naphtylamine, 1" amino-7-methyl-A-coumarine, 

1 1 araino-7-trif luoromSthyl-4-couraarine , 

l 1 amino-7-nitro-4-oxa-2-benzodiazole-l ,3 et 1* araino-3-ethyl-9-carbazole. 

9. DSrivSs acyl€s selon la revendication 7, caract€ris§s par le fait 
que ladite drogue aminSe R^-NH^ est choisie dans le groupe constitue par la 
daunorubicine, la puromycine, l f adriamycine, la primaquine et la chloroquine. 

10. Derives acylSs selon la revendication 7, caracterises par le fait 
que ledit groupement X 3 est un groupement -H, -OH, -CH^Cl, -0-alkyle, -O-Ar 
(Ar Stant un groupement aryle eventuellement substitue), 

— CH J , — N J , -O-Alk-Hg-Cl, 

ou -NH-Alk-Hg-Cl, Alk etant un groupement alkylene. 

11. DerivSs selon I'une quelconque des revendi cat ions 7 a* 10, 
caracterises par le fait qu'ils sont choisis parrai les composes suivantst 

- PHA-L-PhS-X 

- PHA-L-Tyr-X 

- PHA-L-Ala-L-Ala-L-Phe-X 

- PHA-Gly-Gly-L-Pro-L-Phg-X 

- PHA-L-Arg-X 

- PHA-L-Lys-X 

• - PHA-L-Ph€-L-Val-L-Arg-X 

- PHA-L-Pro-L-Phe-L-Arg-X 

- PHA-L-PhS-L-Ser-L-Arg-X 

- PHA-L-Val-L-Leu-Gly-L-Arg-X 

- PHA-L-PhS-L-Val-L-Arg-X 

- PHA-Gly-L-Pro-L-Arg-X 

- PHA-L-Ala-L-Ala-L-Lys-X 

- PHA-L-Val-^-Leu-L-Lys-X 

- PHA-L-Ile-L-PhS-L-Lys-X 

- PM-L-Phg-L-Ala-L-Lys-X 

- PHA-L-Ph6-L-Val-L-Arg-X 

- PHA-L-Ala-L-Ala-L-Ala-X 

- PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Val-X 

- PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Ala-X 

- PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Phe-X 

- Plli\-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Met-X 
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- PHA-L-Phe-L-Val-L-Arg-X 

- PHA-L-Arg-Gly-L-Phe^L-Pro-X 

- PHA-L-Arg-L-Phe-L-Pro-X 

- PHA-L-Ala-L-Arg-L-Arg-X 

5 - PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Met-X 

- PHA-L-Ph e-L-Leu-L-Phe-X 

- PEA-L-Arg-X 

- PHA-Gly-Gly-L-Leu-X 

- PHA-Gly-L»Pro-L-Ala-Gly-L-Pro-X 
10 - PHA-Iy-Pro-L-Ala-Gly-L-Pro-X 

- PHA-Gly-Gly-L-Arg-X 

- PHA-L-Pro-L-Phe-L-Arg-X 

- PHA-L-Phe-Gly-Gly-L-Arg-X 

- PHA-L-Pro-L-Phe-L-Arg-X 
15 - PHA-L-Ile-Gly-Gly-L-Arg-X 

- PHA-L-Val-L-Leu-Gly-L-Arg-X t 

dans lesquelles PHA symbolise ledit groupement polyhydroxyalcanoyle et X est 
defini ccranne dans l'une quelconque des revendi cat ions 3, 5 et 7 h 10. 

12* Derives acyles selon la revendication 9, caracterises par le fait 
20 qix f Ils sont choisis parmi les derives suivants : 

- PHA-L-Ala-JL-Ala-L-Pro-L-Ala-Daunorubicine 

- PHA-L-Ala-L-Ala-I.-Pro-L-Ala-I 1 -Leu-Daunorubicine 

- PHA-L-Ala-jL-Ala-L-Pro-L-Ala-Adriamycine 

- PHA-L-Ala-L-Ala-Ju-Pro-L-^^ 

25 - PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Val-Daunorubicine 

- PHA-L-Ala-L-Ala-L-P ro-L-Va 1-L-Leu-Daunorub icine 

- PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Val-Adriatnycine 

- PHA-L-Ala-L-Ma-L-PrcH^^^ 

- PHA-L-PhS-L-Val-L-Arg-Daunorubicine 

30 - PHA-L-Phg-L-Val-L-Arg-L-Leu-Daunorubicin 

- PHA-L-Phe-L-Va 1-L-Arg-Adriamy cine 

- PHA-L-PhS-L-Val-L-Arg-L-Leu-Adriamycine 

- PHA-L-Phe-L-Ala-L-Lys-Daunorubicine 

- PllA-L-Phe-L-Ala-L-Ly s-L-Leu-Daunorub i ci ne 
35 - PP^-L-Phe-L-Ala-L-Lys-Adriaraycine 

- PHA-L-Phe-^-Ala-JL-Lys-L-Leu-Adriainycine 

- PHA-Gly-Gly-L-Arg-Daunorubicine 

- PHA-Gly-Gly-L-Arg-L-Leu-Dnunorubicine 

- PHA-Gly-Cly-L-Arg-Adriamycine 

AO - PHA-Gly-Gly-L-Arg-K-Leu-Adriaraycine 
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- PM-L-Pro-L-Phe-L-Arg-Daunorubicino 

- PHA-^-Pro-^-Phe-JL-Arg-L-Leu-Daunorubicine 

- Pl!A-L-Pro-L-Phe-L-Arg-Adriamycine 

- PHA-L-Pro-L-Phe-L-Arg-I 1 -Leu-Adriaraycine 

- PHA-L-Val-L-Leu-Gly-L-Arg-Primaquine. 

- PM-L-Val-L-Leu-Gly-L-Arg-Chloroquinc 

13. Precede de preparation des derives acyles selon I'une que Icon que 
des revendications precedentes caracterise* par le fait que l*oti soumet un 
acide amine ou un peptide, ou un de leurs derives a groupement C- terminal 
modifie, I une reaction d*acylation du groupement N- terminal par un agent 
d f acylatlon derive d'un acide polyhydroxyalcanolque. 

14* Proc§d€ selon la revendication 13, caracterise par le fait que 

l'on utilise comme produit de depart un derive d'amino-acide ou un peptide de 

forraule H - (NH-CH-CO) - X II 
in 

K 

dans laquelle n, R et X sont definis comme dans l'une quelconque des 

revendications 3, 5 et 7 a 10, que l'on fait reagir le compose de forraule II 

avec un derivS actif d'un acide polyhydroxyalcanolque de formule : 

R.-(CROH) -C00H III 
1 m 

dans laquelle : 

R^ et m sont definis comme precedemment , 

pour obtenir un compose de formule : 

R. - (CHOH) -CO-(NH-CH-CO) -X . IV 
l m j n 

R 

que l'on transforme, si d&sir&y en tout autre d€rivS de formule I selon les 
ra&thodes connues. 

15. ProcfidS selon la revendication 14, caracterise par le fait que 
ledit derive" actif est la lactone ou un ester de N-hydroxysuccinimide du dit 
acide polyhydroxyalcanolque. 

16* Utilisation* comme derives hydrosolubles de composes choisis 
parmi les peptides, les acides-amines a" groupement C-terminal modi fie et les 
peptides & groupement C-terminal modified de derives (N-terminal) -acyles de 
ces composes, le groupement N-terminal desdits composes etant acyle par un 
groupement polyhydroxyalcanolque . 

17. Utilisation selon la revendication 16, caractcrisee par le fait 
que ledit derive hydrosoluble est tel que defini dans l'une quelconque des 
revendications 2 3. 12. 

18. Utilisation selon la revendication 16 des composes de formule I 
pour lesquels X « NH-R^ , R^ rcpresentant le reste d'une drogue amine e ou bien 
X rcprescnte un groupement X. choisi parmi -H, -OH, -CH.C1, -0- alkyle, -O-Ar 
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5 (Ar etant un grouperaent aryle evcntucllemcnt substituc), 

-d | , -N | , -O-Alk-Hg-Cl, 
. N N 

ou -NH-Alk-Hg-Cl (Alk etant un groupement alkylene), cocme medicaments 
t0 hydrosolubles. 

19. Composition pharmaceutique, caractlrisee par le fait qu'elle 
renferme coiame ingredient actif au nioins un medicament hydrosoluble tel que 
defini dans la revendication 18. 
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